DOI:10.11931/guihaia.gxzw201812057 


罗汉 果 内 生 真 菌 多 样 性 研究 
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摘要 植物 内 生 真 菌 与 宿主 植物 互惠 共生 ， 可 提高 宿主 植物 的 营养 吸收 、 抗 逆境 能 力 以 及 刺 
激 宿主 植物 活性 物质 的 产生 , 是 植物 病害 生物 防治 领域 的 重要 研究 内 容 之 一 。 植 物 内 生 真 菌 
种 类 繁多 ,通过 ITS 基因 序列 扩 增 和 测序 分 析 ， 结 合 传统 的 形态 学 鉴定 方法 ， 可 快速 、 有 效 
鉴定 内 生 真菌 。 本 文采 用 传统 形态 学 方法 结合 TDNA-ITS 序列 分 析 ， 对 我 国 重要 药 用 植物 罗 
汉 果 中 的 内 生 真 菌 进行 鉴定 , 并 研究 其 多 样 性 ， 以 期 为 后 期 探究 内 生 真 菌 与 罗汉 果 互 作 关 系 
商定 基础 ,采用 组 织 培养 法 分 离 内 生 真菌 ,从 罗汉 果 健康 植株 中 共 分 离 得 到 150 株 内 生 真菌， 
a lan 96 株 和 罗汉 果 雄 株 中 的 内 生 真 菌 54 株 。 其 中 ，122 RAER 
菌 经 形态 学 结合 TDNA-ITS 序列 分 析 鉴 定 为 9 个 属 ， 均 归属 为 子 吉 菌 门 ， 包 含 座 宫 菌 纲 
(Dothideomycetes) MF AKA (Sordariomycetes). H P EEK (Dothideomycetes) 真 
包含 3 科 、3 属 ; TAAA (Sordariomycetes) 真菌 包含 6 科 、6 属 。 优 势 属 为 刺 盘 孢 属 
(Colletotrichum) 和 镰刀 菌 属 Fusarium )。 罗 汉 果 雌 、 雄 植株 不 同 组 织 中 内 生 真 菌 的 定 殖 
率 及 分 离 率 的 变化 规律 均 不 相同 , 雌 株 中 以 根 中 内 生 真 菌 的 定 殖 率 和 分 离 率 最 高 , 叶片 中 的 
最 低 ; 而 在 雄 株 中 以 叶片 中 的 定 殖 率 和 分 离 率 最 高 ， 根 中 的 最 低 。 另 外 ， 不同 菌株 在 雌 、 雄 
两 种 植株 的 不 同 组 织 中 的 分 布 均 不 同 , 结合 内 生 真 菌 群落 组 成 的 相似 性 比较 结果 , 表明 部 分 
内 生 真 菌 对 罗汉 果 雌 株 和 雄 株 ， 以 及 同一 植株 中 的 不 同 组 织 均 具 有 偏好 性 。 不 同 组 织 中 内 生 
真菌 的 多 样 性 指数 在 0.11-0.69 的 范围 中 雌 株 根部 的 内 生 真 菌 多 样 性 指数 最 高 

关键 词 内 生 真菌 ， 定 殖 率 ， 分 离 率 ， 相 对 频率 ， 多 样 性 指数 ， 相 似 性 
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Abtract Involved in the biological co-existence, endophytic fungi can confer adaptative 
advantages to the plant host, such as enhance growth, competitiveness, and induce stress tolerance 
and the producing of bioactive metabolites of the host plant, displaying an important role in 
biocontrol of plant diseases. There are many species of endophytic fungi in plants. The 
identification based on amplification and sequencing analysis of ITS gene, combined with 
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traditional morphological identification methods, could fast, effectively identify endophytic fungi. 
In this study, the identification as well as the diversity of endophytic fungi isolated from S. 
grosvenorii were studied to provide an experiment basis for the future researches of the interaction 
between endophytic fungi and their hosts. A total of 150 endophytic fungi were obtained by a 
tissue culture method, including 96 and 54 fungal isolates respectively isolated from pistillate 
plant and staminiferous plant of S. grosvenorii. Among them, 122 isolates were classified into 9 
genera based on the morphology identification and sequencing analysis of ITS gene, which belong 
to phylum Ascomycota, including Dothideomycetes and Sordariomycetes. Dothideomycetes 
contains 3 families and 3 genera, and Sordariomycetes contains 6 families and 6 genera. The most 
frequent genera were Colletotrichum and Fusarium. There were different colonization rate and 
isolation rate between pistillate plant and staminiferous plant of S. grosvenorii, i.e., in the pistillate 
plant, the root possessed the highest colonization rate and isolation rate, while the leaves 
possessed the lowest. The opposite happens in staminiferous plant. Additionally, the distribution of 
endophytic fungi was different in different tissues of both pistillate plant and staminiferous plant 
of S. grosvenorii. Combined with the similarity indices of community composition of endophytic 
fungi in different tissues, the result indicated that endophytic fungi have the hosts and tissues 
preferences. The diversity indices of endophytic fungi in different tissues ranged from 0.11 to 0.69, 
among which the root of pistillate plant had the highest diversity indices. 

Key words endophytic fungi, colonization rate, isolation rate, relative frequency, Shannon-Weiner 
(H^), similarity indices 


植物 内 生 真 菌 是 指 那些 在 其 生活 史 中 的 某 一 阶段 或 全 部 阶段 生活 在 健康 植物 组 织 内 ,对 
宿主 植物 组 织 并 不 引起 明显 病害 症状 的 真菌 ,在 植物 中 普遍 存在 ， 与 宿主 植物 协同 进化 ， 互 
惠 共 生 etal., 2017; Sudha et al., 2016; Nisa et al., 2014; Zhang et al., 2012; Aly et 
al., 2010). TE M T E 养 供 自己 生长 所 需 , 另 一 方面 其 产生 的 次 生 代谢 
产物 可 促进 宿主 植物 营养 吸收 、 提 高 植物 抗 生 物 逆境 和 非 生 物 逆境 的 能 力 、 刺 激 植物 产生 活 
性 物质 等 (Zhao etal., 2011), 是 植物 病虫害 生物 防治 领域 的 重要 究 内 容 之 一 〈 姜 道 宏 ， 
2015). 

植物 内 生 真 菌 种 类 繁多 , 目前 对 其 鉴定 主要 采用 形态 学 结合 分 子 生 物 学 的 方法 , 克服 了 
传统 的 仅 依赖 形态 、 生 化 等 表 型 特征 来 进行 鉴定 而 存在 的 诸如 人 为 因素 影响 大 、 耗 时 长 等 的 
HR GABE, 2008; 任 燕 ，2018)。 在 分 子 生 物 学 鉴定 方法 中 ， 真 菌 核糖 体 中 的 DNA 内 
转录 间隔 区 Cinternal transcribed spacer, ITS) 已 广泛 用 于 真菌 属 种 间 的 系统 学 研究 。 真 核 生 
物 基因 组 中 编码 rRNA. 的 基因 称 为 rRNA. 基因 或 rDNA。rDNA 一 般 由 转录 区 和 非 转录 区 组 
WX. 转录 区 包括 SSrDNA, 188 rDNA、5.8S rDNA 和 28S rDNA, 它们 在 染色 体 上 头 尾 相连 、 
串联 排列 ， 相 互 之 间 由 间隔 区 分 隔 。 其 中 18S、5.8S 和 28SrDNA 基因 组 成 一 个 转录 单元 ， 
三 者 高 度 保守 ， 可 在 属 、 科 、 目 水 平 上 用 于 不 同 生物 种 的 比较 ， 其 间 的 间隔 区 为 内 转录 间隔 
区 包括 ITS1 及 ITS2 两 部 分 ， 进 化 相对 迅速 而 具 多 态 性 ， 可 用 于 属 内 或 种 内 的 系统 学 研究 。 
rDNA 的 ITS 序列 进化 速度 较 快 又 具有 一 定 的 保守 性 ， 因 此 ，rDNA 序列 分 析 已 成 为 内 生 真 
菌 鉴定 的 常用 方法 〈 燕 勇 等 ，2008; 刘 春 来 等 ，2007)。 

GAR (Siraitia grosvenorii? JJH E} (Cucurbitaceae) 罗汉 果 属 (Siraitia) Z FEZ 
援 蕨 本 植物 ， 主 要 分 布 在 广西 、 广 东 、 湖 南 、 江 西 、 贵 州 等 省 〈 区 ) 的 部 分 地 区 ， 其 中 以 ) 

西 桂林 的 临 桂 、 永 福 、 兴 安 、 资 源 、 龙 胜 、 灵 川 栽培 面积 最 大 ， 也 是 我 国 最 大 的 罗汉 果 生 产 
基地 【上 关 海 锋 等 ，2011)。 罗 汉 果 具有 清热 润 肺 、 保 肝 护 肝 、 利 咽 开 音 、 提 高 机 体 免疫 功能 、 
减低 血糖 、 抗 肿瘤 、 抗 氧化 等 多 种 功效 ， 国 家 卫生 部 、 中 医药 管理 局 将 其 列 入 第 一 批 “ 既 是 
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食品 又 是 药品 的 品种 ”名 单 ， 目 前 已 广泛 用 于 医药 、 保 健 品 、 食 品 和 饮料 等 领域 〈 张 维 等 ， 
2014; 李 典 鹏 和 张 厚 瑞 ，2000 )。 

根据 共生 理论 , 罗汉 果 内 生 真 菌 可 具有 多 种 生物 活性 功能 ,目前 对 罗汉 果 内 生 真 菌 的 太 
究 仅 有 少量 报道 〈 付 东兴 ，2013; 张 昌 志 ，2018; 范 彩 琴 等 ，2017; XE, 2015; 陈海燕 等 ， 
2010，2012)。 罗 汉 果 为 肉 雄 异 株 植物 ， 其 对 内 生 真菌 组 成 的 影响 可 能 不 同 。 本 文 首次 对 罗 
汉 果 肉 、 雄 株 各 组 织 中 的 内 生 真 菌 多 样 性 进行 研究 , 对 不 同 组 织 中 的 内 生 真 菌 进 行 分 离 鉴定 ， 
对 内 生 真 菌 的 组 成 进行 分 析 比 较 , 以 期 为 研究 内 生 真 菌 与 罗汉 果 互 作 关 系 , 以 及 其 在 罗汉 果 
病害 生物 防治 领域 的 应 用 奠定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 培养 基 

马铃薯 葡萄 糖 琼 脂 培养 基 PDA): 马 铃 慕 去 皮 200 g， 和 葡萄 糖 20g. 琼脂 20g8， 蒸 馏 水 
1000 mL，pH7.0，121C 高 温 高 压 灭 菌 20 min。 

玉米 粉 琼脂 培养 基 CMA): 玉米 粉 40g、 琼 脂 15g. ZETR7K 1000 mL, pH 7.0, 121'C 
高 温 高 压 灭 菌 20 min. 

NGA 培养 基 : 和 葡萄糖 2.5g. FARE 3.0g, EAK 5.0g, IWS 16.0g, 121'C 高 温 高 压 
灭 菌 。 
12 罗汉 果 及 内 生 真 菌 的 分 离 

罗汉 果 健 康 植 株 采 自 中国 科 学 院 广西 植物 研究 所 (2017 年 11 月 )， 肉 雄 植株 各 一 株 ， 
采集 完整 植株 ， 上 峻 株 包 括 根 、 茎 、 叶 片 和 果实 ， 雄 株 包 括 根 、 茎 和 叶片 。 块 根 13-15 cm, HE 
茎 长 2-3 m， 带 深 绿 色 叶 片 ， 果 实 大 小 约 5 X 6 cm。 材 料 带 回 实验 室 后 立即 进行 内 生 真 菌 
的 分 离 。 

内 生 真 菌 的 分 离 参照 Lou 等 (2013)、 王 利 娟 和 次 新 生 (2006)〉 的 方法 ， 并 进行 一 定 改 
良 。 具体 操作 如 下 : 在 水 龙头 下 以 流动 水 将 罗汉 果 各 组 织 冲 洗 干净 , 去 掉 表 面 的 泥土 和 灰尘 。 
然后 用 吸水 纸 将 多 余 水 分 吸 干 ， 并 以 75% 酒 精 擦拭 材料 表面 。 将 材料 转 至 超 净 工作 台中 ， 
以 无 菌 剪 刀 结 合 解剖 刀 ， 将 材料 切割 成 大 小 约 为 0.5 cm x 0.5 cm 的 组 织 块 ， 总 共 切 取 210 
个 组 织 块 。 每 一 个 组 织 块 均 分 别 依 次 以 75% 酒 精 消毒 2 min，2% 次 氧 酸 钠 溶液 消毒 2 min, 
0.2% 升 汞 溶液 消毒 5 min， 每 换 一 种 消毒 剂 时 均 先 以 无 菌 水 清洗 组 织 块 3 次 ， 并 以 无 菌 滤 纸 
吸 干 多 余 水 分 。 以 升 来 溶液 消毒 完成 后 ,再 次 以 无 菌 水 清洗 组 织 块 4 次。 为 确定 消毒 是 否 彻 
底 , 分 别 设置 了 两 组 对 照 , 其 一 , 吸取 100 pL 最 后 一 次 清洗 组 织 块 的 无 菌 水 至 新 鲜 无 菌 PDA 
平板 上 ， 并 以 无 菌 涂 布 器 涂 布 均 匀 ; 其 二 , 采用 按压 法 , 将 消毒 的 组 织 块 放 至 新 鲜 无 菌 PDA 
平板 上 ， 稍 加 按压 ， 放 置 20 min 后 移 去 组 织 块 ， 每 组 处 理 设置 三 个 平行 。 将 以 上 两 种 不 同 
方法 处 理 的 对 照 放 至 培养 箱 中 ，26+ 1 进行 培养 ， 观 察 有 无 菌落 长 出 ， 以 明确 组 织 块 消毒 
是 否 彻底 。 将 所 有 消毒 的 组 织 块 置 于 含有 硫酸 链 考 素 C500 hg/mL， 以 抑制 细菌 的 生长 〉 的 
PDA 平板 上 ， 每 下 放 一 个 组 织 块 ， 然 后 放 至 26+1C 条 件 下 培养 ， 每 天 观察 有 无 菌落 长 出 ， 
待 有 新 菌落 长 出 时 ， 将 其 转 接 至 新 的 PDA 培养 基 ， 反 复 转 接 以 对 其 进行 纯化 ， 直 至 长 出 的 
菌落 形态 完全 一 致 。 将 纯化 后 的 菌株 接种 至 PDA 斜面 ， 放 至 4 冰箱 进行 保存 。 以 上 操作 
均 在 无 菌 条 件 下 进行 。 

13 内 生 真 菌 的 鉴定 

主要 采用 形态 学 结合 分 子 生 物 学 的 方法 对 其 进行 鉴定 。 

ESZRE: 采用 不 同 的 培养 基 (PDA、CMA、NGA) 对 内 生 真 菌 进行 培养 ,参考 《 真 
菌 鉴定 手册 为 ( 魏 景 超 ，1979)、 相 关 文 献 以 及 广西 师范 大 学 珍稀 濒危 动 植 物 生态 与 环境 保护 
省 部 共 建 教育 部 重点 实验 室 化 学 生态 实验 室 已 鉴定 至 属 种 的 多 种 内 生 真 菌 菌株 等 .鉴定 特征 
包括 菌落 大 小 ， 菌 落 及 培养 基 基 质 颜色 ， 菌 落 形态 ， 菌 落 边缘 特征 ， 菌 落 生 长 速率 ， 以 及 著 


落 在 显微镜 下 的 特征 (如 菌 丝 有 无 分 隅 、 分 支 ， 分 生 和 孢子 形态 、 大 小 ， 产 抱 结 构 特 征 等 )。 

分 子 生 物 学 鉴定 : 利用 真 核 生物 在 rDNA 的 ITS 区 上 段 的 特性 , 即 具 保 守 性 序列 和 特异 性 
序列 的 特性 , 通过 内 生 真 菌 的 DNA-ITS 序列 对 其 进行 鉴定 。 采用 十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 法 
C CTAB ) 提取 内 生 真 菌 的 总 DNA ， 以 真菌 通用 引物 ITSI 
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 和 ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3^) 扩 增 
菌株 ITS 碱 基 序列 ， 委 托 北京 六 合 华 大 基因 科技 有 限 公 司 武汉 分 公司 进行 检测 纯化 及 测序 。 
将 测序 得 到 的 结果 进行 校对 拼接 后 ， 登 录 GenBank 进行 序列 比 对 ， 找 出 相似 性 高 的 真菌 序 
列 作 为 参考 ， 采 用 MEGA X 以 邻接 法 (Neighbor-Joining，NJ) 对 供 试 菌株 进行 ITS 碱 基 序 
列 系统 发 育 分 析 。Bootstrap 进行 自 展 次 数 为 1000 的 置信 度 检 测 ， 根 据 系统 发 育 树 中 的 组 群 
关系 对 菌株 进行 分 类 。 
1.4 内 生 真 菌 的 多 样 性 指数 统计 分 析 方 法 

ÆI (colonization rate, CR): 生长 内 生 真 菌 的 组 织 块 数量 与 全 部 样本 组 织 块 数量 百 
分 比 。 即 CR (940 = 生长 内 生 真菌 的 组 织 块 数 /分 离 的 组 织 块 总 数 ) X 100。 

分 离 率 〈isolation rate, IR): 从 样本 组 织 块 中 得 到 的 菌株 数量 与 全 部 样本 组 织 块 数量 的 
比值 。 即 R= 分 离 得 到 的 内 生 真菌 菌株 数量 /分 离 的 组 织 块 总 数 。 

相对 频率 (relative frequency, RF): 分 离 到 某 种 属 内 生 真 菌 的 菌株 数量 占 分 离 到 的 所 有 
N \ 菌 株数 量 的 百分数 。 即 RF C940 =( 某 种 属 内 生 真 菌 菌株 数量 /分 离 到 的 所 有 内 生 真 菌 总 
Ba 菌株 数 ) X100。 


an 


Ex 


TEE 


— Y 4 Pi x InPi 


多 检 


E 其 中 k 指 某 种 植物 或 组 织 中 内 生 真菌 种 类 的 总 数 。 疡 某 种 属 内 生 真 菌 的 菌株 数量 占 分 离 到 
v= 的 所 有 总 菌株 数量 的 百分数 。 
c2 相似 性 系数 (CS) 是 根据 Sorenson 系数 公式 计算 ， 即 CS=2j/ (atb)， 其 中 j 是 两 
- 织 中 具有 的 相同 内 生 真 菌 种 类 数 ，a 是 一 种 组 织 中 内 生 真 菌 的 种 类 数 ，b 是 男 一 组 织 中 内 


性 指数 (7): 根据 Shannon-Weiner 指数 公式 计算 , 即 了 = 


RSRS 
HE 


ta 真菌 的 种 类 数 。 相 似 性 系数 可 以 比较 两 种 组 织 之 间 内 生 真 菌 种 类 组 成 的 相似 程度 。 
f: 2 结果 与 分 析 


一 21 内 生 真菌 定 殖 率 和 分 离 率 
© 从 罗汉 果 的 210 个 组 织 块 中 共 分 离 得 到 150 株 内 生 真菌 〈 如 表 1 所 示 )。 其 中 罗汉 果肉 
株 分 离 得 到 内 生 真 菌 96 株 ， 包括 根 43 株 、 茎 27 株 、 叶 片 9 株 、 果 实 17 株 ， 四 种 不 同 组 织 
中 的 内 生 真 菌 总 定 殖 率 为 根 (100%)> 茎 (57%) > 果实 (30% ) > 叶片 (13% )， 分 离 率 的 
变化 规律 为 根 〈1.43) 235 (0.90 > 果实 (0.57) > 叶片 (0.3)。 而 罗汉 果 雄 株 分 离 得 到 内 生 
真菌 54 株 ， 包 括 根 9 株 、 茎 20 株 、 叶 片 25 株 ， 三 种 不 同 组 织 的 内 生 真 菌 总 定 殖 率 为 叶片 
(40%) >Æ (3094) > 根 (10% )， 分 离 率 的 变化 规律 为 叶 《〈0.83) >% (0.67) > 根 (0.3)。 
罗汉 果肉 雄 两 种 植株 中 不 同 组 织 内 生 真 菌 的 定 殖 率 及 分 离 率 的 变化 规律 均 有 很 大 差异 。 
雌 株 中 以 根 中 内 生 真 菌 的 定 殖 率 和 分 离 率 最 高 ， 叶片 中 的 最 低 ; 而 在 雄 株 中 ， 则 以 叶片 中 的 

定 殖 率 和 分 离 率 最 高 ， 根 中 的 最 低 。 

表 1 罗汉 果 各 组 织 中 内 生 真 菌 的 定 殖 率 和 分 离 率 
Table 1 Colonization rate and isolation rate of the endophytic fungi isolated from different tissues 
of Siraitia grosvenorii 


雌 株 雄 株 
Pistillate plant Staminiferous plant 总 计 
E &% 时 果实 小 计 o HW X m 小 计 Total 
Root Stem Leaf Fruit Subtotal Root Stem Leaf Subtotal 


分 离 的 组 织 块 总 数 30 30 30 30 120 30 30 30 90 210 


Number of examined 
segments (piece) 


生长 内 生 真 菌 的 组 织 块 数 
Number of segments 30 17 4 9 60 3 9 12 24 84 
colonized by fungi (piece) 
分 离 的 内 生 真菌 菌株 数量 43 27 9 7 96 9 20 25 54 150 
Total isolates 
定 殖 率 (CR) % 
Colonization rate (CR) (94) 100 57 13 30 50 10 30 40 27 40 
DAR R 1.43 0.90 0.30 0.57 0.80 0.30 0.67 0.83 0.60 0.71 
Isolation rate (IR) 
22 内 生 真菌 的 组 成 
采用 不 同 培养 基 (PDA, CMA, NGA) 培养 内 生 真 菌 ， 通 过 形态 学 鉴定 ， 利 用 五 界 分 
类 系统 ， 根 据 《真菌 词典 》 第 10 版 分 类 系统 ， 将 122 株 菌 株 鉴 定 为 9 个 属 ， 均 归属 于 子宫 
WI] CAscomycota) (如 表 2 MR), (y EE KA (Dothideomycetes) 和 子宫 菌 纲 
(Sordariomycetes). -H.rP EE p 2 ECTS EL 3 科 、3 属 ， 子 宫 菌 纲 真 菌 包含 6 科 、6 属 。 从 
150 株 菌株 中 挑选 23 株 代 表 性 菌株 进行 分 子 鉴 定 ， 将 测序 成 功 的 16 RERA ITS 序列 在 
GenBank 数据 库 中 进行 BLAST 比 对 ， 相 关 结 果 及 16 株 菌株 的 GenBank 序列 号 见 表 3。 在 


GenBank 数据 库 中 选取 相似 性 较 高 且 已 知 种 届 
其 同 源 性 。 
株 CJ-3-2-2、CJ-10-2-2、CG-6、CG-6-1-2-2、CG-10-1-2-4、 
CF-6. CF-7-1、XJ-1、XJ-1-3、XJ-1-4 


化 树 ( 如 图 1) 分 析 
结合 形态 学 特征 ， 将 16 TRIS 
CG-12-1-1、 


CG-14-2-1 、CF-1、 


基于 ITS 序列 的 BLAST 比 对 结 


CF-1-1-2、CF-2-1、 


名 的 序列 ,采用 MEGA X 以 NJ 法 构建 系统 进 


吉 果 和 系统 进化 聚 类 分 析 ， 并 


和 XY-11-3-1 分 别 鉴 定 为 (Colletotrichum gloeosporioides、 Acrocalymma vagum、 Diaporthe sp.、 


Colletotrichum truncatum, Diaporthe phaseolorum、 Fusarium equiseti~ Colletotrichum fructicola、 


Sarocladium terricola, Colletotrichum truncatum, Cladosporium cladosporioides. Xylariaceae 


sp.. Fusarium proliferatum、 Phoma sp.. Colletotrichum fructicola 和 Nigrospora sp.» 


分 子 鉴定 结果 与 形态 学 鉴定 
Jg: Æ PDA 培养 基 上 ， 菌 
"Sy 
直径 可 达 
还 伴随 
PDA 培养 基 上 ， 
等 ， 边 缘 规 则 、 


9 cm; 


平滑 ， 多 


黑色 的 分 生 孢 子 器 和 棕色 的 孢子 液 ; 
分 生 抱 子 器 的 数量 多 ， 
棍棒 状 的 褐色 附着 移 子 (高 剑 ， 
菌落 表面 为 灰白 色 至 亮色 (黄色 、 
具有 丰富 


结果 一 致 。 例 如 ， 刺 


Bike 表面 为 墨绿 色 ， 背 


iiu (Colletotrichum) 真 


阔 的 特征 
面 为 褐色 ; 气 生 菌 丝 为 白色 ， 


落落 生长 十 分 迅速 


球形 ， 带 有 刚毛 
2013)。 cR 


[ES 


; ETT S 
CFusarium) 真菌 
粉 色 或 紫色 等 ) 


WERKE, EIRAN: 


d 时 ， 菌 沙 直径 可 达 9 cm; HRA 


起 ; 
形 或 镰刀 形 ， 带 


Jia TJA RAE, 


通常 


2 个 或 2 MOLEMMIN, 


BRAMEN fü, RUNE 
党 有 了 两 种 形态 ， 


菌落 生长 迅速 ，25SC 恒 温 
无 色 、 
即 大 孢子 和 小 孢子 ， 大 孢子 无 色 透 明 ， 呈 纺锤 


，25C 恒 温 培 养 7d 时 ， 菌 落 
ET, EIRE, MJE 
的 特征 为 : 在 
， 背 面 为 灰白 色 至 浅 褐色 
培养 7 
表面 光滑 无 疣 状 突 


修长 ， 


顶 细 胞 多 半 


修长 ， 


单 胞 或 双 胞 , 无 色 ， 直立 或 弯曲 


基部 细 


WEER; MATERN 


, ALJ 形 或 卵 圆 形 ， EX B A Ns 


2013). 


在 分 离 得 到 的 内 生 真 


为 12% 和 8%。 其 在 雌 株 和 雄 


». X 


(896) > 叶片 (4.67%); > 根 (1.33%). 
分 布 于 肉 株 的 根 (7.33%) 


Fusarium 主要 


的 分 布 变 化 规律 也 有 所 不 同 。 


优势 属 刺 盘 孢 属 


菌 中 ， 优 势 
(Fusarium) (2096). Colletotrichum 在 罗汉 果 雌 株 和 雄 株 的 各 组 织 
罗汉 果 中 稳定 存在 的 内 生 真菌 ; 
株 的 各 组 织 中 的 分 布 变化 规律 
(122 48. (6.67%) > 果实 (4%) > 叶片 (3.33%); 而 在 雄 株 中 


并 且 主 要 分 布 于 肉 株 和 雄 株 


BAKAT (Colletotrichum) (4099) 和 镰刀 


表明 Colletotrichum 在 雄 
， 而 在 雄 株 的 根 中 分 布 为 0; 
EWERT, H RF 变化 规律 为 : 
Sk (5.33%) > 叶片 (0.67%); 而 在 雄 株 中 则 为 : 
& (Colletotrichum) 78 7J Ts 


叶片 (2%) >% (0.67%) > 根 COD. 
属 CFusarium) 在 雄 根 中 的 出 现 频率 均 最 低 。 


时 会 产生 厚 垣 孢子 ( 


Ei , 


菌 属 
表明 该 菌 关 


均 有 分 布 ， 


的 茎 中 ， 相 对 频率 RF) 分 别 
所 不 同 ， 在 雌 株 中 的 分 布 规律 


E: 


的 分 布 规律 为 : 
根 中 的 分 布 最 少 。 
在 肉 株 和 雄 株 中 
JR (7.33%) 23k (4%) > 果 
综 上 ， 


Ay. ZAER (Phoma) (6.67%) FERESE (Diaporthe) (6.67960 在 罗汉 果 植 株 
中 出 现 频 率 也 较 高 ，Phoma 仅 分 布 于 雌 株 和 雄 株 的 茎 中 ; 而 Diaporthe 仅 分 布 于 肉 株 的 根 和 
Zh., Hita wk (Cladosporium), Xylariaceae 和 Sarocladium 仪 分 布 在 肉 株 的 果 中 ， 
Acrocalymma 仪 分 布 在 肉 株 的 根 中 ， 而 黑 孢 属 CNigrospora) 仅 分 布 于 雄 株 的 叶 中 。 
表 2 罗汉 果 各 组 织 中 内 生 真菌 的 相对 频率 


Table 2 Relative frequency of the endophytic fungi isolated from Siraitia grosvenorii 


内 生 真菌 数量 /分 离 频率 〈%) 
2p 科 属 Number of the isolates / Relative frequency 总 计 
r] Class Family Genus WERE 雄 株 Total 
Phylum Pistillate plant Staminiferous plant 
根 E3 叶 果实 根 3E 叶 
Root Stem Leaf Fruit Root Stem Leaf 
Tut ail 枝 孢 属 0/0 0/0 0/0 1/0.6 0/0 0/0 0/0 1/0.67 
Cladosporiaceae Cladosporiu T 
ERHAN B ER E3 55 0/0 7/4.6 0/0 0/0 0/0 3/2 0/0 10/6.6 
(Dothideomycetes wma ii EATER : 
) Didymellaceae Phoma 7 7 
畸 腔 菌 科 Acrocalymm 1/0.67 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0.67 
Morosphaeriacea a 
e 
间 座 壳 科 间 座 过 9/6 1/0.6 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 10/6.6 
Diaporthaceae Diaporthe 7 7 
小 丛 壳 科 刺 盘 孢 属 10/6.6 — 181 53.3 6/4 2/.3 12/8 37/46 60/40 
Glomerellaceae Colletotrichu 7 2 3 3 7 
m 
FEKI] 从 赤 壳 科 镰刀 菌 属 11/7.3 6/4 1/0.6 — 8/53 0/0 1/0.6 3/2 30/20 
Ascomyco Nectriaceae Fusarium 3 7 3 7 
ta 
TRAZ s a 
THRA 假 毛 壳 球 科 黑 孢 属 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 32 3/2 
(Sordariomycetes : ] 2 
) Trichosphaeriace Nigrospora 
ae 
Af eel Xylariaceae 0/0 0/0 0/0 6/4 0/0 0/0 0/0 6/4 
Xylariaceae 
未 定 地 位 Sarocladium 0/0 0/0 0/0 1/0.6 0/0 0/0 0/0 1/0.67 
7 
ET 3-EuR 十 
表 3 16 株 代表 菌株 的 ITS 序列 BLAST 比 对 结果 


Table 3 Molecular identification of 16 representative endophytic fungi associated with Siraitia 


grosvenorii 
" 相似 性 最 高 菌株 建议 属 种 
内 生 真菌 max LM 
Top BLAST 相似 性 (GenBank 序列 号 ) 
Fungal Query coverage . . 
. search results Identity (96) Proposed species 
isolate (%) 
(GenBank acc. No.) (GenBank acc. No.) 
Colletotrichum fructicola Colletotrichum fructicola 
CJ-3-2-2 97 100 
(MG657347) (MK611666) 
Colletotrichum 
Colletotrichum 
CJ-10-2-2 99 99.11 gloeosporioides 
gloeosporioides (KU356915) 
(MK611667) 
Acrocalymma vagum Acrocalymma vagum 
CG-6 j 3 99 100 T B 
(KT951295) (MK611668) 
Diaporthe sp. 
CG-6-1-2-2 Diaporthe sp. (KU375691) 99 97.66 
(MK611669) 
CG-10-1-2- Colletotrichum truncatum Colletotrichum 
100 99.65 
4 (KX648374) truncatum (MK611670) 
CG-12-1-1 Diaporthe phaseolorum 99 100 Diaporthe phaseolorum 


201906.00072v1 


chinaXiv 


CG-14-2-1 


CF-1 


CF-1-1-2 


CF-2-1 


CF-6 


CF-7-1 


XJ-1 


XJ-1-3 


XJ-1-4 


XY-11-3-1 


(KX880938) 
Fusarium equiseti 
(KU041633) 
Colletotrichum fructicola 
(KR445676) 
Sarocladium terricola 
(LC387806) 
Colletotrichum truncatum 


(KX648379) 
Cladosporium cladosporioides 
(KC172067) 
Xylariaceae sp. (KM513576) 
Fusarium proliferatum 


(LC406457) 


Phoma sp. (MF326604) 
Colletotrichum fructicola 


(MK383329) 


Nigrospora sp. (KY889145) 


97 


99 


99 


100 


99 


99 


99 


96 


99 


100 


99.62 


100 


99.82 


99.64 


99.81 


99.18 


99.81 


98.45 


99.14 


100 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


(MK611671) 
Fusarium equiseti 
(MK611672) 
Colletotrichum fructicola 
(MK611673) 
Sarocladium terricola 


(MK611674) 


Colletotrichum 
truncatum (MK611675) 
Cladosporium 
cladosporioides 
(MK611676) 
Xylariaceae sp. 
(MK611677) 
Fusarium proliferatum 


(MK611678) 


Phoma sp. (MK611679) 
Colletotrichum fructicola 
(MK611680) 
Nigrospora sp. 
(MK611681) 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


56 CF-1 
2 Colletotrichum fructicola (KR445676) 
1e CH3-22 
98 Colletotrichum fructicola (MG657347) 
CF2-1 
m S CG-10-1-2-4 
35 Colletotrichum truncatum (KX648374) 
44 Colletotrichum truncatum (KX648379) 
100 CG-6-1-2-2 
100 Diaporthe sp. (KU375691) 
CG-12-1-1 
100 Diaporthe phaseolorum (KX880938) 
41 100 CF-1-1-2 


Sarocladium terricola (LC387806) 


70 X 
99 Fusarium proliferatum (LC406457) 
XY-11-3-1 
100 Nigrospora sp. (KY889145) 
100 CG-6 


Acrocalymma vagum (KT951295) 


100 Phoma sp. (MF326604) 


CF-7-1 
100 Xylariaceae sp. (KM513576) 
99 CF-6 


Cladosporium cladosporioides (KC172067) 


9 CG-14-2-1 


100 
Fusarium equiseti (KU041633) 


m" 37 CJ-10-2-2 
Colletotrichum gloeosporioides (KU356915) 
B XJ-1-4 
47 Colletotrichum fructicola (MK383329) 


注 : Bootstrap-1000, 节 间 数字 代表 Bootstrap 支持 值 ; bar 代表 遗传 距离 ; CJ-3-2-2. CJ-10-2-2, 
CG-6. CG-6-1-2-2, CG-10-1-2-4. CG-12-1-1. CG-14-2-1. CF-1, CF-1-1-2. CF-2-1. CF-6, 
CF-7-1、XJ-1、XJ-1-3、XJ-1-4 和 XY-11-3-1 为 本 实验 所 分 离 的 菌株 ， 
其 余 的 序列 均 来 自 于 GenBank 数据 库 。 
Note: The numbers at the branches indicate the percentages of trees from 1000 bootstrap 
replication in which the branch occurs. Phylogeny test was computed by MEGA X. The rooted 
tree was generated using Neighbor-Joining method. 


图 1 基于 内 生 真菌 ITS rDNA 序列 所 得 的 系统 进化 树 
Fig.1 Phylogenetic relationship analysis of the 16 fungal isolates from Siraitid grosvenorii to 
other fungi from GenBank, deduced from the ITS rDNA sequences 


2.3 各 组 织 中 内 生 真 菌 的 多 样 性 与 相似 性 


在 肉 株 中 ， 各 组 织 中 多 样 性 指数 大 小 分 别 为 : 根 〈0.69) >% (0.61) > 果实 (0.41) > 
叶片 (0.15)( 见 表 4)。 而 在 雄 株 中 ,叶片 (0.35) 5% (0.35) 具有 相同 的 多 样 性 指数 ， 根 
(0.11) 中 的 多 样 性 指数 相对 较 小 。 

从 罗汉 果肉 雄 株 各 组 织 中 分 离 的 内 生 真菌 的 相似 性 指数 在 0.4-0.8 的 范围 〈 见 表 55, H 
中 肉 株 茎 中 的 内 生 真 菌 与 雄 株 茎 中 的 相似 性 最 高 , 其 次 为 肉 株 的 叶 与 雄 株 的 茎 和 叶 , 而 雄 株 
的 根 与 雌 株 的 根 、 茎 、 果 中 的 内 生 真 菌 的 相似 性 最 低 。 结 果 表 明雄 株 根 中 的 内 生 真 菌 与 肉 株 
大 部 分 组 织 中 的 内 生 真 菌 的 差异 较 大 。 

表 4 罗汉 果 各 组 织 中 内 生 真菌 的 多 样 性 指数 


Table 4 Diversity indices of endophytic fungi isolated from the different tissues of Siraitia 


grosvenorii 


WEEK 雄 株 
Pistillate plant Staminiferous plant 
根 ES 叶 果实 根 ES "t 

Root Stem Leaf Fruit Root Stem Leaf 
香农 - 威 纳 指数 
Shannon-Wein 0.69 0.61 0.15 0.41 0.11 0.35 0.35 

er (T) 
X5 罗汉 果 各 组 织 中 内 生 真 菌 的 相似 性 


Table $ Similarity indices (CS) of endophytic fungi isolated from the different tissues of Siraitia 


"n 根 Root 


Pistillate 


Æ Stem 
叶 Leaf 
果 Fruit 


根 Root 


plant 


雄 株 


Staminifer 


bs 


Stem 
ous plant 


3 讨论 
F 内 生 真菌 


对 
1 推进 作用 ， 但 这 
(1) 进 


grosvenorii 
雌 株 Pistillate plant 
叶 Leaf 
0.67 
0.67 


X Stem TR. Fruit 


0.75 


的 鉴定 及 分 类 , d 
:技术 仍然 不 能 取代 传统 


的 

原因 包括 : 
真菌 序列 存在 错误 
工作 带 来 困 


0.5 
0.5 
0. 


F rDNA-ITS 序列 分 析 的 兴 
的 形态 学 方法 ， 且 必须 以 形态 学 为 基础 。 
行 序列 比 对 的 数据 库 需 不 断 完 善 ， 据 估计 GenBank 中 约 有 10% 一 20% 的 
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EAI PLE Se DRE TE TE CET TRI FP BE VJ PE ECTSL , 并 且 刺 盘 孢 属 和 镰刀 菌 在 许多 植物 中 也 均 
KRAJ (Araújo et al., 2001; Durán et al., 2005; Lou et al., 2013; 齐 静 等 , 2014 )。 
雌 株 中 的 内 生 真 菌 为 96 株 , 雄 株 中 的 内 生 真 菌 为 54 株 , 其 内 生 真 菌 的 总 定 殖 率 和 分 离 
率 均 高 于 雄 株 。 目 前 对 于 上 峻 雄 异 株 植物 内 生 真 菌 的 分 离 及 组 成 分 析 的 报道 极 少 ， 栅 敏 等 
(2014) 对 浙江 天 目 山 地 区 肉 雄 株 银杏 内 生 真 菌 的 多 样 性 进行 研究 , 发 现 肉 雄 株 在 菌 种 种 类 
和 数量 上 存在 差异 ， 雄 株 银 禁 内 生 真 菌 在 菌 种 数量 上 具有 一 定 的 优势 。 肉 、 雄 株 内 生 真 菌 数 
量 的 差异 可 能 与 宿主 植物 生理 功能 有 关 ， 后 续 还 需 加 大 样本 量 的 采集 并 进行 更 深入 的 研究 。 
从 组 织 水 平 来 看 ， 各 组 织 中 内 生 真 菌 的 数量 及 种 属 具 有 较 大 差异 。 在 雌 株 中 ， 内 生 真 菌 
在 不 同 组 织 中 的 定 殖 率 和 分 离 率 大 小 顺序 均 为 : 根 > 茎 > 果实 > 叶片 ， 即 在 雌 株 中 ， 以 根 中 内 
生 真菌 的 定 殖 率 和 分 离 率 最 高 ， 叶 片 中 的 最 低 。 相 似 的 ， 张 昌 志 (2018) AUT DURS. zx. 
果实 中 分 离 得 到 的 内 生 真 菌 的 菌株 数量 同样 为 根 > 葵 > 果实 。 但 蒋 智 (2015) 从 罗汉 果 根 、 
茎 、 叶 、 果 实 中 分 离 的 内 生 真 菌 的 数量 大 小 顺序 为 果实 、 葵 和 叶 、 根 。 另 外 ,在 本 文 研究 中 ， 
罗汉 果 雄 株 的 内 生 真 菌 在 不 同 组 织 的 内 生 真 菌 总 定 殖 率 和 分 离 率 也 出 现 不 同情 况 , 其 大 小 顺 
序 均 为 : 叶片 > 茎 > 根 ， 即 在 雄 株 中 以 叶片 中 的 定 殖 率 和 分 离 率 最 高 ， 根 中 的 最 低 。 以 上 不 
同 的 研究 结果 表明 , 内 生 真 菌 群落 结构 受 宿 主 植物 影响 ， 即 不 同年 份 、 不 同 季 节 、 不 同 地 点 ， 
采集 的 不 同 的 罗汉 果 植 株 ， 其 内 生 真 菌 的 分 布 情况 均 有 可 能 不 同 〈 罗 永 兰 等 ，2005)。 另 外 ， 
本 文中 雌 株 各 组 织 内 生 真 菌 数 量变 化 符合 “环境 影响 和 组 织 传播 ”论点 〈 贺 超 ，2016; 高 剑 ， 
2013)， 即 由 于 土壤 真菌 在 种 群 丰 度 和 外 界 环 境 上 都 比 叶 生 真 菌 有 优势 ， 相 对 于 叶片 ， 在 一 
定 程度 上 增 大 了 内 生 真 菌 侵 染 率 , 而 茎 中 的 内 生 真菌 主要 来 自 于 根部 ,同时 因为 共生 长 周期 
比 叶 片 长 , 这 些 共 同 因素 导致 了 内 生 真菌 在 茎 中 的 定 殖 率 高 于 叶片 中 的 定 殖 率 。 罗汉果 雄 株 
各 组 织 中 内 生 真 菌 的 分 布 与 此 不 同 , 可 能 罗汉 果 雄 株 中 内 生 真 菌 具有 不 同 传播 机 制 ， 其 内 生 
真菌 的 分 布 和 传播 机 制 有 待 进一步 研究 。 
不 同 内 生 真 菌 在 各 组 织 中 的 分 布 均 不 相同 。 如 优势 属 Colletotrichum 在 罗汉 果肉 株 和 雄 
株 的 各 组 织 中 均 有 分 布 , 并 且 主 要 分 布 于 肉 株 和 雄 株 的 茎 中 ,在 雄 根 中 的 分 布 最 少 。Fusarium 
主要 分 布 于 肉 株 的 根 〈7.33%) 中 ， 而 在 雄 株 的 根 中 分 布 为 0。 该 结果 进一步 表明 罗汉 果 雄 
株 中 内 生 真 菌 在 各 组 织 中 可 能 具有 不 同 的 传播 机 制 。 
有 些 属 表现 出 明显 的 宿主 植物 及 组 织 的 专 一 性 ,如 Diaporthe 仅 分 布 于 肉 株 的 根 和 茎 中 ; 
枝 孢 属 CCladosporium). Xylariaceae 和 Sarocladium 仪 分 布 在 肉 株 的 果 中 ; Acrocalymma 1X. 
分 布 在 雌 株 的 根 中 ， 而 黑 孢 属 (Nigrospora) 仪 分 布 于 雄 株 的 叶 中 。 结 合 内 生 真 菌 群落 组 成 
的 相似 性 比较 结果 , 表明 部 分 内 生 真菌 对 罗汉 果肉 株 和 雄 株 ， 以 及 同一 植株 中 的 不 同 组 织 均 
具有 偏好 性 。 罗 汉 果 内 生 真 菌 对 宿主 及 组 织 的 偏好 性 , 在 一 定 程 度 上 造就 了 罗汉 果 内 生 真 菌 
群落 的 多 样 性 。 
本 文 的 研究 可 为 罗汉 果 内 生 真 菌 与 宿主 植物 互 作 及 宿主 植物 病害 的 生物 防治 研究 黄 定 
基础 。 后 期 还 需 对 更 多 样本 进行 研究 ， 并 对 内 生 真 菌 进行 进一步 鉴定 ， 以 及 进行 内 生 真 菌 与 
宿主 互 作 等 方面 的 研究 。 
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